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Capitulo 1
INTRODUCCION

Este trabajo ha sido desarrollado en el laboratorio de
Brucelosis del Departamento de Investigaciones Meédicas del
Dr. Maximiliano Ruiz Castaiieda en ¢! Hospital General.

Historia de la Brucelosis:

En la guerra de Crimea (1804-1856), fueron observados
por primera vez numerosos casos de fichres prolongadas, que
no se podian comparar a las producidas por las enfermedades
hasta entonces conacidas, La sospecha de que esta fiebre era
producida por una infeccion nueva, se confirmo con la aparicién
de numerosos casos en los paises mediterraneos, v particular-
mente en Jaoaska de Malo,

En 1859 Muarston hizo estudios clinicos v autopsias de
casos de fichres mediterraneas v presento mas tarde una des-
cripcion detallada de T enfermedad tal como ocurria en Malta.
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El agente causal de la brucelosis fu¢ descubierto por Bru-
ce en 1886 en el bazo de peisonas muertas por esta enfermedad,
pudiendo mas tarde demostrar la virulencia de Micrococcus
melitensis, aislandolo de enfermos atacados por esta enferme-

dad.

En 1897. Huges presentd una monografia que se consi-
dera como una de las contribuciones mas completas sobre la
materia.

En 1897. Wright y Semple descubrieron un método de
diagnostico basado en la propiedad aglutinante del suero san-
quineo de enfermos. sobre cultivos de Micrococeus melitensis.

Bruce v Lammit (1904) cncontraron aglutininas en el
suero de las cabras infectadas, v establecieron la importancia
epidemiologica de estos animales prohibiendo ¢l consumo de
leche cruda. disposicion sanitaria que controlo la infeccion de
las fuerzas inglesas de L isla de Malta,

Al mismo tiempo que estos estudhos se desarrollaban por
Bruce. Bang de Dinamarca llevo o cabo estudios sobre la infec-
cion bovina, prosentando su notable trabajo sobre la etiologia del
aborto contagioso en 1897, v Schroeder v Cotton aislaron el
bacilo descubierto por Bang de la leche de vacas aparentemen-
te sanas.

En vista de la gran semejanza entre la infeccion caprina

y la bovina. el Dr. Malvin (1918) hizo la siguiente profecia:
“El hecho de que el bacilo de Bang hava sido encontrado
en 8 muestras de 77 estudiadas no deja duda sobre el
hecho de que estamos frente a un fenomeno sumamente
serio en lo que se reficre a la salubridad publica.”
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En 1917. Alice Evans. presento un notable trabajo so-
bre las relaciones entre el bacilo de Bang v Meclitensis, conside-
rando que esa relacion entre los microrganismos y la frecuencia
con que se han encontrado cepas virulentas de B. abortus en la
leche de vacas, pareceria extraordinario que no se pudiera com-
parar con la fiebre de Mala.

El tercer grupo de brucelas fué aislade por Traum en
1914 cultivando organos de fetos abortados por puercas. Se
trata de un germen mas relacionado al bacilo de Bang, que al
melirensis. La importancia del nuevo germen en la economia
ganadera fu¢ rcconocida. pero fué hasta 1924, cuando Keefer
demostro el primer caso de bruccelosis humana producido por un
germen diferente de B melitesis.

La brucelosis fu¢ estudiada primero como enfermedad
humana v mas tarde como infeccion de animales. constituyen-
do una zoonosis de complicada ctiologia v epidemiologia (1).

No solamente por su importancia desde ¢l punto de vista
medico. sino por las graves perdidas economicas que resiente la
industria. esta infeccion contituve uno de los problemas de ca-
racter mundial,

Por su tendencia a Ia cronicidad, esta enfermedad es de
caracter acumulativo, por lo que hav motivos para pensar que
en México hav no menos de 200000 personas que han adqui-
rido la infeccion durante los ultimos diez afos, calculandose en
forma conservadora. una incidencia anual de 20.000 casos pro-
vocados por Brucella melitensis (1.



Opsonizacion en brucclosis.

Entre las prucbas de laboratorio que se suelen practicar
al enfermo: Intradermo-reaccion, aglutinaciéon, hemocultivo,
biometria. indice cpsonico. etc.. la opsonizacion fué el tema
clegido como punto de trabajo.

La acometividad que muctran los leucocitos frente a las
bacterias. dirigi¢ndose a cllas v englobandolas en su citoplas-
ma. es un fendmeno cuva actividad esta determinada por ciertos
clementos existentes en el suero sanguineo llamados opsoninas.
Las opsoninas existen en ¢l suero normal v en mavor cantidad
en el suero de individuos tratados por vacunaciones o en aque-
llos afectados por la infeccion. En ausencia de suero, la fago-
citosis decrece hasta volverse casi nula (10).

Los tactores inherentes al sucro que intensifican la fago-
citesis, son las [lamadas opsoni ax v corresponden por sus ca-
racteres a la denominacion mas ainplia de anticuerpos.

LLa fogositosis se ha conser ado a traves de la evolucion
desde los seres inicelulares has  las celulas de los organismos
superiores. v oen 1880 Metchr  off senald que cientas células
de la sangre. ingieren v desi, cgran particulas extraias: este
fenomeno es llamado fagocitosis, v representa un mecanismo
de purificacion en la sangre (2).

Metchnicoff descubrio la importancia de la fagocitosis en
la inmunidad: Hamé macrocitos a las  células que hov se cono-
cen como monocitos o clasmatocitos v microcitos a los leucocitos
polimorfonucleares.

La fagocitosis existe en grado considerable en ciertas cé-
fulas distribuidas en los tejidos de diversos organos: bazo. hi-
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gado, ganglios lintaticos, glandulas adrenales. etc. La activi-
dad de estas células ha sido reconocida mediante la coloracion
vital. que llevo a Aschotf a identificarlas v agruparlas en un
solo sistema al cual llamo Reticulo Endotclial. compuesto prin-
cipalmente por las células tijas de los endotelios de los organos
va citados. v celulas moviles (grandes. mono-nucleares 6 mo-
nocitos) del tejido conjuntivo v de la sangre (13).

Las observaciones de Pleiffer en 1894 de que el suero de
cchavos infectados v restablecidos de colera. contenian alguna
sustancia que lisa v mata al vibrion colérico. fué el primer paso
en el conocimiento de los anticucrpos v sus actividades.

Pleitfer v Erlich con la escuela Alemana. estudiaron el
cfecto bactericida de los anticuerpos del suero. y reconocieron
a los fagocitos solamente la propiedad de remover las bacterias
ya muertas. por la reaccion antigeno-anticuerpo.

Wright establecio ¢l hecho de que ¢l suero contiene sus-
tancias que actuan directamente sobre las bacterias, v no sobre
los leucocitos. mediante los siguicntes experimentos:

Preparo 5 mezclas:

FEn la la:, puso leucocitos lavados y bacterias, siendo el
resultadoe de la fagocitosis muy bajo,

En la 2a:, mezclo leucocitos. bacterias v sucro. el resulta-
do ecra optimo.

Iin la 3a:. los leucocitos v osuero permanecieron juntos
durante una hora ¢n incubadora. v despucs de lavados se adi-
cionaron las hacterias, siendo el resultado una fagocitosis muy
hajo.




En la 4a: mezcla. se pusieron bacterias y suero durante
una hora en incubadora y después de lavados. se adicionaron
los leucocitos, resultando alta la fagocitosis.

5a: Leucocitos, bacterias y suero calentados a 60° C.
durante 15 minutos. la fagocitosis bajaba considerablemente.

Wright denomind opsoninas a las sustancias existentes
en ¢l suero fresco normal que ectiian sobre las bacterias hacién-
dolas susceptibles a la fagocitosis. v trabajo con el suero nor-
mal. Pero mas tarde Neufeld v Rimpau. ensayando con sue-
ros de animales inmunizados, descubrieron que conservaba su
poder fagocitario después de calentarle a 60 grados centigra-
dos, aunque su accion se verificaba mas lentamente (12).

Posteriormente se Hego a diferenciar dentro de los an-
ticuerpos del sucro. una parte que se inactivaba a 60 grados
centigrados v se llamé complemento. la cual no tiene especifi-
cidad: vy otra parte que resiste temperaturas hasta de 70 grados
centigrados que poseen solo los sueros inmunes. que esta cons-
tituida por los anticuerpos especificos.

Esta probado que la accion del complemento es cataliza-
dora ¢ incapaz de efectuar la reaccion antigeno-anticuerpo por
si sola aun con exceso de complemento (2).

Aunque hav multiplicidad de anticucerpos especificos en
el suero. puede climinarse de uno en uno, por reacciéon con-
distintas especies de bacterias, v en el caso especial de la fago-
citosis, son las opsoninas las que se climinan. (Estudios he-
chos por: Bullock. Atkins, Hektoen y Rudger segin Bovd (2).

Los anticuerpos especificos contenidos en cantidad con-
siderable en los sucros inmunes. operan de distinta manera en
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las diversas reacciones. ya sean de aglutinacién, dermo-reac-
cion. fagocitosis, etc.

En la fagocitosis. estos anticuerpos u opsoninas se cuan-
tifican con el nombre de indice opsonico.

La fagocitosis cs de decisiva importancia en las defensas
o inmunidad contra las infecciones, v no llega a ser considera-
ble sin la intervencion de las opseninas (3). Bordet (Segin
Bovd (2)) lo establece en los siquientes puntos:

lo. El paralelismo estricto que existe entre la intensi-
dad de la fagocitosis v el grado de inmunidad.

Parece no haber casos de inmunidad sin intervencion de
la fagocitosis.

20.  El poder bactericida de los fluidos organicos, para
muchas bacterias patdgenas es despreciable.

3o.  Las propicdades naturales o adquiridas del suero,
que hacen a las bacterias infectantes mas o menos virulentas,

no son mas que condiciones de! mismo suero.

fo. La inoculacion de bacterias es menos peligrosa.
cuando se hace en regiones ricas en fagocitos.

S50. Toda influencia que inhiba a los leucocitos dismi-
nuira la resistencia del organismo.

6o. El restablecimiento del enfermo infectado se acom-
pana de aumento de leucocitos.

En los organismos inmunizados ¢l aumento de leucocitos
persiste tanto como la inmunidad
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Existe una reaccion paradéjica. que consiste en cierta
disminucion de la actividad opsonica de un suero inmune cuan-
do se adiciona de un suero de enfermo de brucelosis. En este
caso parece como si hubiera una sustraccion entre las opsoninas

de uno y otro sucro. resultando un indice opsonico de menor
intensidad. (4).

Tomando el caso de una reaccion practicada con sangre
inmune, cn que los leucocitos han fagocitado brucelas en gran
cantidad o. lo que es igual, cuando el suero ensayado posee
un alto grado de opsoninas, si se repite la reaccion anadiendo
el suero. de un bruceloso, la reaccion también se realizara, pero
con mucha menos intensidad.

Si en lugar de agregar un sucro infectado se afiade un
suero normal o negativo. la reaccion no se inhibe.

Este hecho contradictorio se puede relacionar con los fe-
némenos de anticucrpos Hlamados incompletos o de bloqueo (7).
por la semejanza con las reacciones anormales de hemoagluti-
nacion, cuando en estas interviene ¢l factor Rh (Reaccion de
Coombs).



CAPITULO 1l
Material v Métodos

Para la practica del indice opsonico segun el método ori-
ginal de Wright. se utilizaba:

lo. El suero sanguinco guc s¢ iba a ensayar.
20. Una emulsion de bacterias.
3o0. leucocitos.

El suero sanguinco s¢ obtiene de la sangre recogida por
puncion venosa o por picadura del dedo o del lobulo de la
oreja que sc deja coagular, terminando la separacion con cen-
trifuga.

La suspension bacteriana s¢ prepara a partir de un cul-
tivo de 2+ horas. cmulsionando en solucion salina normal.

Los leucocitos se obtienen recogiendo la sangre en solu-
cion saling normal, adicionada de citrato de sodio. Después
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se centrifuga y s¢ obtienen los globulos blancos, tomandolos

de la capa delgada de separacion entre los glébulos rojos y el
plasma.

Suero. bacterias y leucocitos se mezclan en proporciones
determinadas y se¢ mantienen en incubadora durante una hora.

Enseguida. se preparan frotes v se tifien con colorente de
Wright 6 Jenners.

El promedio de bacterias fagocitadas por leucocitos se
estima por comparacion con testigos de sueros normales.

A pesar de que la prucbha opsonica puede practicarse con
suero del enfermo vy leucocitos normalees como lo hizo Wright,
la mayoria de los autores recomienda que se practique con los
mismos leucocitos de la sangre del enfermo. segun técnicas que
difieren poco de la recomendada por Huddleson (4).

Mitodo de Huddleson (8)

La sangre sc¢ obtiene por puncion venosa. en cantidad
de 5 cm que se reciben en frascos conteniendo 0.2 cm’ de so-
lucion de citrato de sodio al 2094, .o suspension bacteriana
se prepara de cultivos de 48 horas de una cepa 'S™ de Brusella
abortus, sicndo condicion esencial para una buena prueba. em-
plear cepas cuidadosamente scleccionadas. Las suspensiones
se preparan ¢n solucion salina isotonica. empleando cultivos re-
cogidos el dia de la prueba.

En tubos de los empleados para la prueba de Kahn, se
colocan O.1 c¢m de sangre citratada del enfermo. v se agrega
0.1 em’ de suspencion bacteriana. Se mezclan ¢ incuban a 37
grados centigrados durante 30 minutos. Al cabo de este tiem-
po se preparan frotes delgados. los que se tifien con el coloran-



te de Hasting. Para la lectura de la prueba se observan 25
leucocitos evitando aquellos que han envejecido.

Cuando no sc observa fagocitosis la prueba es negativa.

Cuando sc observa un promedio de I a 20 bacterias fa-
gocitadas en cada leucocito. la prueba es ligera.

Si el numero de brucelas fagocitadas es de 20 a 40, la

prueba es moderada, v fucrte cuando las cuentas son superio-
res a 40.

Se han propuesto varias modificaciones al método de
Huddleson con tendencia a simplificarle (5).

Dado el volumen de trabajo en ¢l Laboratorio de Inves-
tigacionese Meéidcas (Hospital General). el Dr. Ruiz Casta-
fieda en 1942, hizo modificaciones que. sin apartarse mucho
de la sensibilidad requerida, permitiesen actuar con rapidez en
la determinacion del indice opsonico.

Considerando ¢l ricsgo de manipular brucelas vivas (11),
segtin recomiendan otros autores se prefirio el empleo de bru-
celas muertas con formalina. modificando un poco las manipu-
laciones de la prueba para reducir al minimo las causas de error
derivadas del empleo de un antigeno algo menos sensible que el
preparado con germences vivos.

El antigeno se prepara con una cepa 'S” de B. abortus.
Las suspensiones. rcogidas en solucion salina vy filtradas,

se tratan con formalina en concentracion final del 1% (5).

A las 24 horas se centrifuga el material y se suspende
el sedimento en solucion salina, v se vuelve a centrifugar hasta
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Se cubren las preparaciones con este colorante en exceso,
dejandole actuar diez a quince minutos. Se lavan cuidadosa-
mente, sumergiéndolas unos instantes en bafio de agua clara,

se secan a temperatura ambiente. y quedan listas para la ob-
SCIVACION MmMICroscopica.

Se consiguen tambien cxcelentes preparaciones con los
colorantes a bhasce de cosinatos de azur como el Giemsa. Field.
Wright, Mav Grinwald. Leishman. cte. (9).

Las brucclas se tinen de azul v las masas celulares en
rasa. Las lecturas se practican de la manera siguiente: Se cuen-
tan de 25 a 30 leucocitos, observando el numero aproximado
de brucelas ingeridas por leucocitos, v se registran con nuime-
ros del O al 4 los diversos grados de fagocitosis. Cuando hay
menos de 5 brucelas en el citoplasma por leucocito se marca 0.
si hav de 5 a 10 se registra 1. de 10 a 20 se anota 2. cuando la
cuenta pasa de 20, se registra 3. si la fagocitosis es mas intensa,
4. Sumando las cifras obtenidas en 25 leucocitos, se obtienen
resultados cuvo maximo es de 100, v que dan una escala numé-
rica bastante practica. Para dar idea de la intensidad de la
reaccion. se considera como negativa la prucba que dé de 10
a 15. ligera de 20 a 30, moderada de 30 a 30, fuerte de 60 a 80
vy intensa pasando esta cifra.

Para mavor utilidad de la prucba opsonica en el diagnos-
tico o pronostico de la brucelosis, es necesario relacionar el in-
dice opsonico con ¢l namero de polimorfonucleares del enfer-
mo (3). vir que. considerando ¢! fenomeno fagocitario como
una de las defensas mas importantes en la infeccion por bruce-
las (8). no seria tan efectiva si. a pesar de existir gran activi-
dad opsonica. no hubieran suficientes polimorfonucleares para
Hevarla a cabo (1), :
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El resultado que concierta estos dos factores. es el valor
opsonico (V. o.). que se calcula mulutiplicando el indice ops6-
nico por ¢l numero de leucocitos polimorfonucleares por mili-
metro cubico v dividiendo el producto entre 10.000 con objeto
de reducir las cifras del resultado.

Al mismo tiempo. son aconsejables las pruebas de aglu-
tinacion v de intradermo reaccion para el diagnoéstico de la

brucelosis (9).

Aglutinacion Intradermo

reaCcion

Negativa Negativa
Negativa Positiva
Positiva Positiva
Negativa Positiva
Positiva Positiva

Indice
Opsénico

0-20

0-40

0-40
60-100
60-100

16 —

Interpretacion

Susceptibilidad
Infeccion
Infeccion
Inmunidad

Inmunidad




CAPITULO 111
Parte Experimental

I.—Elaborar el antigeno dos veces (por haberse ven-
cido su fecha de caducidad durante ¢} tiempo de labores) con
cepa 'S de Brucella abortins,

2.—Preparacion de colorantes.

3. — Extraccion de sangre de los enfermos.

4.— Practica del indice opsonico durante los 11 meses
de trabajo. En ese servicio efectué 483 indices opsonicos, que-
dando anotados en ¢l libro de registro, al lado de los resultados
de aglutinacion intradermo-reaccion. hemocultivo, biometria,
resumen clinico cte. efectuados por los médicos v quimicos de
ese departamento (Dr. Carrillo. Dra. Corbera, profesores:
Bencis v Peréz).

De las pruebas opsonicas va citadas se seleccionaron las
de 25 enfermos brucelosos confirmados por hemocultivo positi-
vo. v fucron ensavados agregandoles suero inmune.

Se anotaron los resultados en la siguiente tabla:
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25 Casos de brucclosos confirmados por hemocultivo po-
sitivo. Hay linofocitosts en los 4 5 de los casos con reduccion
consccuente de neutréfilos.

No. de INDICE-OPSONICO de:

Leucos:- Mezcla

No. det tos Intra- Sangre de San-
reQIStro. Por Agluti-  dermo- del Suero  gre del
mm.’ nacion reaccion. enfermo lomune enfermo

y suero

R inmunc

7570 8500 Positva  Negativa 30 70 50
7583 4500  Positiva  Positiva 35 70 60
759] S000  Positiva  Positiva 20 70 60
7397 SO000  Positiva Negativa 40 70 40
7601 1300 Positiva Positiva 25 70 50
7702 8300 Negativa Positiva 35 65 40
7711 FOSOO0  Paosiuva Positva 40 65 40
7720 3500 Posutiva Positiva 30 65 50
7728 9000 Negauva Positiva 30 65 45
7732 N300 Dositiva Positiva 20 65 40
7890 5000 Negaova Posiiva 35 70 70
7895 11500 Positiva Positiva 25 70 . 50
7903 500 Negatuva Posiuva 35 70 25
7904 10000 Posinva Positiva 35 70 50
7920 SO0 Posinva Positiva 50 70 70
S10Q 10500 Postiva Positiva 35 60 50
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No. del
registro.

St
8124
§125
S§138
8§274
8287
§295
8305
8316

No. de

l.cucos:-

tos
Por

mm.’

9000
8300
10000
4000
11000
9000
S000
9000
S000

Agliti-
nacon

Positiva

INDICE-OPSONICO de:

Intra-
dermo-

Sangre

del

reaccon. enfermo

Positiva

Negativa Positiva

Positiva

Positiva

Positiva

Positiva

Negativa Negativa

Positiva
Positiva
Paositiva

Positiva

Positiva
Poistiva
Negativa

Positiva
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Suero
Inmune

Mezcla
de San-
gre del
enfermo
y suero
inmune

60
60
60
60
65
65
65
65
65

45
40
60
30
25
40
50
50
30




CAPITULO 1V
RESUMIEN Y CONCLUSIONES

la. Desde que se planteo a fagocitosis como proceso de
mmunidad. ol mismo Mewchnwolf reconocio factores extrafios a
los leucocitos v bactersas. v hasta Lt virulencia misma de estas
altimas dependia menos de elias mismas que de dichos factores.

Despues de trabajos conunuados especialmente de la
Escucla Alemana, se Hego a b conclusion de que estos factores
eran os anticucrpos del suero gue determinaban ¢l grado de fa-
qocitosis,

2a. Los anocuerpos son de vanas clases vosu prig‘ncra
division procede de que nnos se mactivan a o0 grados centigra-
dos v otros o 70 grados centigrados, Los primeros han sido
identificados u\mm..mlu‘m'rp(\\' no especificos contenidos en tO'
do suvcro, su accion ev catahizadora voentra en la denominacion
comun de complemento
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Los segundos, cspecificos, termoestables. existen en dis-
inta cantidad en Jos sucros va sean normales. de enfermos o
inmunes. En el caso de 1o fagocitosis son las opsoninas, deter-
minantes del grado de mten<adad de reaccion o indice o;;sénico.

30, Fale proactica de daoreacaion, los leucocitos no de-
sempefian papel crpeatco v pueden proceder de distintas san-
gres, ya sean de imdnvndues normales, enfermos o inmunes, sin
que varie by reaiaon

4a. las brocelis pueden provemr de cualesquiera de
las tres especies (B oabortus. Bosues o Bomelitensis y actualmen-
te se usan cepas de B0aborfus por sus propiedades altamente
antigunid.as.

[Los antigenes se preparan con bacterias muertas por el
formol. evitande riesgox de contaminacion.

5. el indice opsomee daresuitados paralelos con las de-
MAs Feacdione s ::‘;zz::;:n=‘.n,;:'.;;a~. Je .zglzz:x:\.u'lt.n‘x. ¢ imradcrmorca—

cion o, lo que v fo e son sumfestaciones distintas de la
MISINA Feaccion Antgeoanicierpo.

Ha. Pl oindice opsomco tend unportancia diagnostica,
VOSi N0 se pracucae en los Liboratoros climeos o debido a su
téenica comphicada s difical. por lo que se da preferencia a prue-
bas de cpecusion mas pracca voms La aglutinacion. que da tam-
hicn imformacion drgnostca

7o Elaumento de feacoditos especialmente de los neu-
trofilos. activa La destrucaion Jde bacterias, exisuenao un '.f!‘.:\.\,l(.;,r
grado de defensa por lo que ol indice opsonica ¥ la formula

leucocitirn sntan intnmane it lxg.\dns.

2
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8a. En ¢l curso de la infeccion. el valor opsénico en
un paciente pucde ser unl para mostrar. en un momento dado,
la situacion en gue se encuentran las defensas del individuo
contra la infecaon.

Ya. En o} primer periodo de la infeccion cuando el sue-
ro del enfermo ann no ha claborado anticuerpos. las toxinas
bacterianas arculando hbremente paralizan la accion fagoci-
taria de los leucocitos al mismo tiempo que inhiben su forma-
cion. abrniendo asi el paso o o mvasion bacteriana.,

102, La simphificacion & la teenica del indice opsénico,
consiste en obtener ol mismo tempo de la sangre del enfermo.
el sucra v los leucociros, v contar con un antigeno que se puede
conscrvar seis meses on refrigerader, o reaccion se hace asi
mas practicable,

ITa. Al mezclar suero de un enfermo a uno inmune.
ambos de alto valor opsonico se comportan reduciendo su ac-
tividad. sustraccron Jde antwuerpos  anticuerpos incompletos
blogqueadoresi

1200 BElindice opsonmco no obstante estar l‘.\‘Clllid(? con
frecuencia de s operaciones tatimarns del laboratorio clinico.
es uno de los estudios mas sugestivos de la mmmunidad. La fa—
gocitosis, desde Jov descubrimientos de Metchnicoff, amPlla-
dox mas tarde por Aschoff o Lis celulas del sistema R?“cu‘o,
Endotelial, ha atraido lo atencion v del espintu mv.cstlgadOI
de muchos grandes biologos. v es un capitulo que sigue con-

1 .
servando todo su interes v actuahdad.
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